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@ Durch Immunisierung von Tieren mit einem Pep- 
tid der Sequenz 

l-C-E-S-C-P-T-G-G-Q-N-Y-S-P 
gebunden an ein innmunogenes Protein konnen Anti- 
korper gewonnen warden, nnit deren Hilfe Prokolla- 
gen Peptid (Typ 111) sowie Prokollagen Typ III in 
Korperflussigkeiten selektiv bestimmt werden kon- 
nen. 
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Verfahren zur selektiven immunologischen Bestimmung von intaktem Prokollagen Peptid (Typ III) und 
Prokollagen (Typ III) in KorperflLissigkeiten und MIttel zu dessen Durchfuhrung 



Prokollagen Peptid (Typ III) ist das aminotermi- 
nale Propeptid des Koilagen (Typ III), das nach 
Sezernierung des Prokollagen (Typ lll)-Molekuls 
extrazeilular abgespalten wird. Mit einer 
radioimnnunologischen Bestimmungsmethode, wie 
sie in der Europaischen Patentschrift Nr. 4940 be- 
schrieben ist. kann die Konzentration dieses Pro- 
kollagen Peptids in KorperflLissigkeiten bestimmt 
werden. Die Kenntnis der Serunnkonzentration des 
Peptids eriaubt Aussagen uber die Aktivitat fibroti- 
scher Erkrankungen, wie z.B. der Leber [Rohde. H. 
et al- Eur. J. Clin. Invest 9, 451 - 459 (1979)]. 

Die exakte. selektive Bestimmung von Prokolia- 
gen Peptid (Typ 111) in Serum und anderen Korper- 
flussigkeiten ist mit den bisher beschriebenen Me- 
thoden aber nicht moglich, da die polyklonalen 
Antikorper, die in diesen Methoden eingesetzt wer- 
den. mit verschiedenen. im Serum vorkommenden 
Antigenen, die zum Teii Abbauprodukte des Prokol- 
lagen Peptids (Typ 111) darstellen, mit unter- 
schiedlicher, niedrigerer Affinitat reagieren 
[Niemela. 0. et aL Clin, Chim. Acta 124, 39 - 44 
(1982)]. Dies fuhrt dazu. da/3 die Serumverdun- 
nungskurven und die Verdunnungskurven anderer 
Korperflussigkeiten zur Eichkurve, die mit reinem 
Prokollagen Peptid (Typ III) erstellt wird. nicht par- 
allel sind und daher von jeder unbekannten Probe 
der Antigengehait in meheren VerdCinnungen be- 
stimmt werden mu/3, um die Antigenkonzentration 
uber den 50 % Interzept der Verdunnungskurve zu 
ermitteln. 

Ein weiterer Nachteit dieser Verfahren ist, da/3 
aufgrund einer zu geringen Kreuzreaktivitat der An- 
tikorper mit Ratten- bzw. Mauseantigen eine Be- 
stimmung der Antigenkonzentration in Korperflus- 
sigkeiten dieser Spezies nicht moglich war, 

Mit Hiife des Verfahrens. das von Schuppan et 
al- [J. Hepatol. 3.27-37 (1986)] beschrieben wurde, 
kann die Konzentration der Antigene im Rattense- 
rum bestimmt werden. Allerdings hat dieses Ver- 
fahren den gleichen auch bei der Methode fur 
Humanseren beschriebenen Nachteil [Niemela et 
ai. Clin. Chim. Acta 124, 39 - 44 (1982)] der nicht 
parallelen Inhibitionskurven bei verschiedenen Kor- 
perflLissigkeiten. 

Mit Hilfe des Verfahrens der Europaischen 
Patentanmeldung 0089008 ist es moglich, dieses 
technische Problem zu losen, indem Antikorper 
eingesetzt werden, die fur intaktes Prokollagen 
Peptid (Typ 111) und sein Abbauprodukt Col 1 ver- 
gleichbare Affinitat haben. Mit diesem Verfahren 
werden intaktes und degradiertes Prokollagen Pep- 
tid (Typ III) gemeinsam bestimmt, was jedoch zur 
Ungenauigkeit in der diagnostischen Aussage fuhrt. 



da Normalkollektiv und Patientenkollektiv stark 
uberlappen konnen. 

Uberraschenderweise wurde nun gefunden. da/3 
bei Verwendung eines Peptids mit einer bestimm- 

5 ten Aminosauresequenz fur die Immunisierung An- 
tikorper erhalten werden konnen, mit Hilfe derer 
eine spezifische Bestimmung des intakten Prokolla- 
gen Peptids (Typ III) moglich ist. Mit diesen Anti- 
korpern kann uberraschenderweise auch der Pro- 

10 koilagen Peptid (Typ lll)-Gehalt in Korperflussigkei- 
ten von Ratte oder Maus bestimmt werden, was fUr 
die tierexperimentelle Erprobung fibrosuppressiver 
Substanzen von Nutzen ist. 

Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur 

75 immunologischen Bestimmung von aminotermina- 
lem Prokollagen Peptid (Typ III) mit Antikorpern, 
das dadurch gekennzeichnet ist. da/3 

a) Tiere mit einem Peptid der Sequenz 
l-C-E-S-C-P-T-G-G-Q-N-Y-S-P. 

20 gebunden an ein immunogenes Protein 

immunisiert werden, 

b) aus dem Serum die Antikorper gewonnen 
werden, die mit intaktem aminoterminalen Prokolla- 
gen Peptid (Typ III) reagieren und 

25 c) die Menge des aminoterminalen Prokolla- 

gen Peptids (Typ III) und des Prokoliagens (Typ III) 
Liber den gebildeten Antigen-Antikorper-Komplex 
bestimmt wird, 

Ferner betrifft die Erfindung Antikorper. die 
30 durch Immunisierung von Tieren mit obengenan- 
ntem Peptid entstehen, das an ein immunogenes 
Protein gebunden ist. 

Im folgenden wird die Erfindung detailliert be- 
schrieben, insbesondere in ihren bevorzugten Aus- 
35 fuhrungsformen. Ferner wird die Erfindung in den 
Anspriichen definiert. 

Zur Herstellung der Antikorper werden Tiere. 
bevorzugt Nagetiere. wie z.B. Kaninchen. Meer- 
schweinchen, oder Ziege und Schaf mit dem Pep- 
40 tid der Sequenz 

l-C-E-S-C-P-T-G-G-Q-N-Y-S-P 
gekoppelt an ein geeignetes immunogenes Protein 
in Gegenwart von komplettem Adjuvans immuni- 
siert. Besonders bevorzugt werden Kaninchen ein- 
45 gesetzt. Mit wiederholten Sekundarinjektionen, bei- 
spielsweise im Abstand von 4 bis 8 Wochen, wird 
die Immunantwort verstart. Der Erfolg der Immuni- 
sierung wird durch Bestimmung der Konzentration 
von Antikorpern im radioimmunologischen Bin- 
so dungstest kontrolliert [R. TimpI und L Risteli, Im- 
munochemistry of the extracellular matrix, H. Furth- 
mayr Ed., Vol, 1, 199 (1982)], 

Geeignete Proteine. an die das genannte Pep- 
tid gebunden sein kann sind alle immunogenen 
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Proteine. Bevorzugt werden Hamocyanin, Albumin 
Oder Polylysin verwendet. Das Peptid kann nach 
dem Fachmann bekannten Methoden hergesteilt 
werden. wie z.B. von G. Barany und A, B. Merrifield 
in The Peptides Vol. 2. pp 3-254 (1980), Acadennic 
Press Oder E. Brown, R. C. Sheppard und B. J, 
Williams, J. Chem. Soc. Perkin Transact.^. 1161 
(1983) beschrieben. 

Die erfindungsgemaCen Antikorper konnen als 
Serum Oder gereinigt in verschiedenen 
inamunologischen Verfahren, einschlie/Jlich alien 
Formen des Radioimmunassays, z.B. sequentielle 
Sattigungsanalyse oder Gleichgewiclitsanalyse, 
gegebenenfails nach Markierung mit Chloramin T 
Oder Bolton-Hunter-Reagenz [Felber, Meth. Bio- 
chem. Anal. 22. 1 (1974); Shelley et al.. Ciin. 
Chem. 1^. 146 (1975)] sowie in anderen kompetiti- 
ven Bindungsassays, wie Fluoreszens-, Enzymim- 
munoassay, Chemiluminestenz oder anderen Im- 
munoassays verwendet werden. Die Antikorper 
konnen daher in immunologischen Verfahren zur 
Isolierung und Charakterisierung sowie zur quanti- 
tativen Bestimmung von Prokollagen Peptid (Typ 
III) in Geweben und Korperflussigkeiten eingesetzt 
werden. Zur quantitativen Bestimmung verfahrt 
man nach den dem Fachmann an sich bekannten 
Methoden. indem eine flussige Probe, die Prokolla- 
gen Peptid (Typ III) enthalt, mit den erfindungsge- 
ma/3en Antikorpern zur Reaktion gebracht wird und 
die Menge des Prokollagen Peptids (Typ Hi) uber 
den gebiideten Antigen-Antikorper-Komplex be- 
stimmt wird. Dabei spielt es keine Rolle, ob das 
Prokollagen Peptid (Typ III) noch mit dem Amino- 
terminus des Prokollagen (Typ ill) verknupft ist 
Oder nicht. Die bistang bet der immunologischen 
Bestimmung storenden Degradationsprodukte des 
Prokollagen Peptids (Typ 111), insbesondere das Col 
1. werden von den erfindungsgema/3en Antikorpern 
nicht miterfa/3t. 

In den folgenden Beispieien wird die Erfindung 
weitergehend erlautert. Prozentangaben beziehen 
sich auf das Gewicht, wenn nicht anders angege- 
ben. 



Belspiel 1 



Herstellung der Peptid-Hamocyanin Konjugat-Ver- 
bindung 

100 mg Hamocyanin (dialysiert gegen 5x31 
Wasser und dann lyophiiisiert) lost man in 3 ml 
Wasser und gibt 24 mg des Peptids l-C-E-S-C-P-T- 
G-G-Q-N-Y-S-P zu. Unter Ruhren bet Raumtempe- 
ratur setzt man im Verlauf von 2 Stunden in Portio- 
nen insgesamt 1 g N-Cyclohexyl-N -[2-(4-morpholi- 
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nyl)-ethyi]carbodiimid-methyl-p-toIuolsulfonat zu. 
Nach Ruhren uber Nacht dialysiert man das 
Reaktionsgemisch 24 Stunden gegen insgesamt 5 
x 10 I Wasser, und isoliert das Produkt an- 
schlieflend durch Gefriertrocknung, Man erhalt 137 
mg der Konjugatverbindung. 



Beispiel 2 

10 



Radioimmunbindungstest 

75 300 ul Anitserum vom Kaninchen. immunisiert 

mit dem gemafl Beispiel 1 hergestellten Konjugat. 
in geeigneter Verdunnung werden mit 100 ul einer 
Prokollagen Peptid Typ ill Losung (1 ng 
Protein/100 ul, hergesteilt wie in EP 4940, Beispiel 

20 1. beschrieben), welches mit '^^J radioaktiv mar- 
kiert ist, Uber Nacht inkubiert. Die gebiideten 
Antigen-Antikorper-Komplexe werden durch Zu- 
gabe eines gegen Immungiobulin G der zur immu- 
nisierung verwendeten Spezies gerichteten Antise- 

25 rums einer anderen Spezies ausgefallt. Nach Zen- 
trifugation und Dekantieren des Oberstandes wird 
die Menge der prazipitierten Radioaktivitat im -y- 
Szintillationsspektrometer bestimmt. 

30 

Beispiel 3 



35 Radioimmun-Test 

0,2 ml der zu analysierenden Probe oder des 
Prokollagen Peptid (Typ lll)-Standards werden mit 
einer in Bezug auf die Menge des markierten Anti- 

40 gens limitierenden Menge von Antiserum (in 0.1 ml 
Puffer) uber Nacht bei 4" C inkubiert. Nach Zugabe 
von 0.1 ml ^25j markiertem Prokollagen Peptid 
(Typ III) (enthalt 1 ng Protein) wird 6 - 8 Stunden 
bei 4'C inkubiert. Die gebiideten Antigen- 

45 Antikorper-Komplexe werden mittets eines gegen 
IgG der zur Immunisierung verwendeten Spezies 
gerichteten Antiserums prazipitiert. Nach Abzentri- 
fugation und Dekantierung des Oberstandes wird 
die gefailte Radioaktivitat im 7-Szintiliationsspektro- 

50 meter bestimmt. 

Durch Vergleich mit einer Eichkurve, zu deren 
Ersteilung Standards mit unterschiedlichen Konzen- 
trationen von Prokollagen Peptid (Typ III) einge- 
setzt werden, kann dann die Konzentration von 

55 Prokollagen Peptid (Typ III) in der unbekannten 
Losung bestimmt werden. 
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Beispiel 4 



Bestimmung der Molekulargewichtsverteflung 
der mit dem erfindungsgemaflen Antikbrpern 
reagierenden Antigene im Serum von z.B. Rind 
und vom Schwein 

1 mi Serum werden per Gelfiltration- 
schromatographie uber eine Sephacryl S 300® 
Saule (1,6 x 130 cm), aquilibriert in "phosphate 
buffered saline" PBS mit 0,04 % Tween 20. aufge- 
trennt. Je 0.2 ml der Fraktionen (je6e 2,8 ml) 
werden in den Radioimmun-Test nach Beispie! 3 
eingesetzt. 

Abb la zeigt das Elutionsprofii des Antigens 
aus Schweineserum, Abb. lb das des Antigens aus 
Rinderserum im Vergleich zum Profi! des nach EP 
4940 bestimmten Antigens. Die Peaks 1-1 a ent- 
sprechen intaktem Prokoltagen Typ HI bzw. pN- 
Koliagen Typ III (Prokotlagen, dem das C-terminale 
Ende fehit); Peaks 2/2a entsprechen intaktem ami- 
noterminatem Prokollagen Peptid Typ 111; Peaks 
3/3a entsprechen Col 1 sowie Abbauprodukten des 
aminoterminalen Prokollagen Peptids Typ III mit 
gleichem Molekulargewicht wie Col 1 . 



Anspriiche 

1 . Verfahren zur immunologischen Bestimmung 
von aminoterminalem Prokollagen Peptid (Typ III) 
mit Antikorpern, dadurch gekennzelchnet, dafl 

a) Tiere mit einem Peptid der Sequenz 
l-C-E-S-C-P-T-G-G-Q-N-Y-S-P 

gebunden an ein immunogenes Protein 
immunisiert werden, 

b) aus dem Serum die Antikorper gewonnen 
werden, die mit intaktem aminoterminalem Prokol- 
lagen Peptid (Typ III) reagieren und 

c) die Menge des aminoterminalen Prokolla- 
gen Peptids (Typ 111) und/oder des Prokollagen Typ 
III uber den gebildeten Antigen-Antikorper-Komplex 
bestimmt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 das Peptid an Hamocyanin. Al- 
bumin Oder Polylysin gebunden ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dafi Nagetiere Oder Ziege oder 
Schaf immunisiert werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 3. dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 Kaninchen immunisiert werden. 

5. Antikorper erhaltiich dutch Immunisierung 
von Tieren mit dem Peptid der Sequenz 

l-C-E-S-C-P-T-G-G-Q-N-Y-S-P 
gebunden an ein immunogenes Protein. 



6. Antikorper nach Anspruch 5. dadurch ge- 
kennzeichnet, 6a(i das Peptid an Hamocyanin. Al- 
bumin Oder Polylysin gebunden ist. 

7. Antikorper nach Anspruch 5 oder 6, dadurch 
5 gekennzeichnet da/3 Nagetiere oder Ziege oder 

Schaf immunisiert werden. 

8. Antikorper nach Anspruch 7. dadurch ge- 
kennzeichnet. da/3 Kaninchen immunisiert werden. 

9. Verbindung bestehend aus dem Peptid der 
10 Sequenz 

l-C-E-S-C-P-T-G-G-Q-N-Y-S-P 
gebunden an ein immunogenes Protein. 

10. Verwendung der Verbindung nach Ans- 
pruch 9 als Antigen. 

/5 

Patentanspruche ES und GR: 

1. Verfahren zur immunologischen Bestimmung 
von aminoterminalem Prokollagen Peptid (Typ III) 

20 mit Antikorpern, dadurch gekennzeichnet, da/3 
a) Tiere mit einem Peptid der Sequenz 
l-C-E-S-C-P-T-G-G-Q-N-Y-S-P 
gebunden an ein immunogenes Protein immunisiert 
werden. 

25 b) aus dem Serum die Antikorper gewonnen 

werden, die mit intaktem aminoterminalem Prokol- 
lagen Peptid (Typ III) reagieren und 

c) die Menge des aminoterminalen Prokolla- 
gen Peptids (Typ til und.oder des Prokollagen 

30 Type III uber den gebildeten Antigen-Antikorper- 
Komplex bestimmt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 . dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 das Peptid an Hamocyanin, Al- 
bumin Oder Polylysin gebunden ist. 

35 3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch 

gekennzeichnet, da/3 Nagetiere oder Ziege oder 
Schaf immunisiert werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 Kaninchen immunisiert werden. 

40 
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@ Verfahren zur selektiven immunologischen Bestimmung von intaktem Prokollagen Peptid (Typ 111) 
und Prokollagen (Typ III) in Korperflussigkeiten und Mittel zu dessen Durchfuhrung. 



@) Durch Immunisierung von Tieren mit einem Pep- 
tid der Sequenz 

l-C-E-S-C-P-T-G-G-Q-N-Y-S-P 
gebunden an ein immunogenes Protein konnen Anti- 
korper gewonnen werden, mit deren Hilfe Prokolla- 
gen Peptid (Typ HI) sowie Prokollagen Typ III in 
Korperflussigkeiten seiektiv bestimmt werden kon- 
nen. 
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